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基于 线粒体 细胞 色素 b 基因 序列 探讨 
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摘要 : 以 线粒体 DNA 细胞 色素 ”基因 的 全 序列 作为 遗传 标记 ， 探 讨 红 喉 姬 船 普 通 亚 种 ( Ficedula parva al- 
bicilla) 和 指名 亚 种 (F. p. parva) 的 分 类 地 位 :应 用 Kimura 2-parameter 法 计算 出 红 喉 姬 船 普 通 亚 种 个 体 间 的 
遗传 距离 为 0.1% ~ 0.2% ， 而 与 指名 亚 种 之 间 的 遗传 距离 为 6.4% ， 两 亚 种 之 间 的 遗传 距离 远 远 大 于 种 间 的 遗 
传 距离 。 结 合 形态 学 的 特征 我 们 认为 : 红 喉 姬 鹊 指名 亚 种 和 普通 亚 种 应 为 两 个 独立 种 ， 分 别 为 红 喉 姬 稻 CF. 
albicilla) PELEAS (下 .purra )， 两 者 的 分 化 时 间 为 3.15 ~ 3.25 百 万 年 。 
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Subspecific Taxonomy of Ficedula parva Based on 
Sequences of Mitochondrial Cytochrome b Gene 
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Abstract: It was disputed that Ficedula parva parva and F. p. albicilla were two species or two subspecies. 
Complete sequences of mitochondrial cytochrome 5 gene were used as a genetic marker to study the taxonomic status of 
them. The genetic distance between F. p. albicilla and F. p. parva was 6.3% based on the Kimura's two 
Parameter's method, which was far more than the genetic distance between other species of Ficedula . The results suggest 
that F. p. albicilla and F. p. parva should be two species, their names are F. albicilla and F. parva separately, 


and the divergence time between F. p. albicilla and F. p. parva is 3.15 to 3.25 My. 
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£L k d $5 ( Ficedula parva ) R F 4€ JE H 
( Passeriformes ) $$ fL ( Muscicapidae ) 姬 25 属 
(Ficedula) (Cheng, 2000). £L Wi $5 VA BI 4&3 2g 
3 个 亚 种 (Dementive & Gladkov, 1954; Vaureie, 
1959)， 后 来 鉴于 分 布 在 克什米尔 地 区 的 亚 种 在 羽 
色 和 翅 式 上 与 其 他 两 亚 种 不 同 ， 而 将 其 单列 为 一 独 
SREE ARSS (下 ，subrubra )。 目 前 一 般 认 为 
ZIMRBRS DUE 2 个 亚 种 的 分 化 ， 即 普通 亚 种 (F. 
p. albicilla) 和 指名 亚 种 (F. p. pana) (Wal- 
ters, 1980; Howard & Moore, 1991; Ali & Ripley, 
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1995)。 其 中 指名 亚 种 分 布 于 欧洲 中 部 、 东 部 和 喜 
马 拉 雅 山西 部 ， 越 冬 于 印度 北部 ; 普通 亚 种 分 布 在 
中 国 、 朝 鲜 、 蒙 古 、 俄 罗斯 远东 、 勘 察 加 半岛 和 西 
伯 利 亚 ， 往 西 到 乌拉 尔 山 南部 ， 越 冬 在 印度 、 缅 
旬 、 中 南 半 岛 和 马来西亚 等 地 区 (Clemens, 
2000)。 有 学 者 认为 这 两 个 亚 种 在 形态 和 鸣 声 上 具 
有 明显 的 差异 ， 应 将 它们 提升 为 两 个 独立 种 
(Svensson，1992)， 但 该 观点 未 能 得 到 广泛 支持 
(Ali & Ripley, 1995; Clements, 2000). 

随 着 分 子 生 物 学 技术 的 迅速 发 展 ， 分 子 进化 已 
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成 为 近年 来 进化 生物 学 研究 中 的 一 个 重要 方面 : 由 
于 鸟 类 的 形态 进化 (或 表 型 进化 ) 比较 清晰 ， 成 为 
分 子 进化 研究 的 焦点 (Zhang & Shi，1991; Chen et 
al，2002)。 有 关 鸟 类 分 类 及 进化 的 许多 有 价值 的 
结果 是 从 形态 结构 、 生 理 特征 及 化 石 资料 中 得 到 
的 ， 由 于 客观 条 件 的 限制 和 分 类 学 家 对 动物 性 状 的 
看 法 不 一 致 ， 许 多 分 类 问题 长 期 得 不 到 根本 解决 
(Zhang，1994; Chen et al，2002) ， 分 子 生 物 学 手 
段 的 应 用 可 为 解决 这 些 问题 提供 一 些 重要 的 佐证 
(Kong et al, 2000). 

DNA 具有 易于 获取 和 富 含 大 量 进化 信息 等 优 
点 , 已 被 广泛 地 应 用 在 生物 进化 的 研究 中 (Zhang， 
1996)。 在 人 研究 种 内 和 种 间 进 化 关系 方面 ， 快 速 进 
化 的 线粒体 DNA 是 一 种 有 效 的 分 子 标记 。 线 粒 体 
DNA 虽然 含有 许多 功能 基因 ， 基 因 组 长 度 及 组 织 
结构 十 分 保守 ， 但 是 一 级 结构 的 变化 却 十 分 活跃， 
进化 速率 比 典 型 的 单 拷贝 核 DNA 序列 要 快 5 ~ 10 
fii (Brown，1983)， 其 中 细胞 色素 b (cytochrome 
b, Cyt b) 基因 是 在 鸟 类 分 子 系统 学 中 最 常用 的 分 
子 遗 传 标记 (Mindell，1997)。 已 有 的 研究 结果 显 
示 ，Cyt 基因 的 种 间 分 歧 度 为 1% ~ 10% ， 这 一 
分 歧 度 既 能 区 别 物 种 ， 又 可 忽略 多 重 替 换 (Meoritz 
et al，1987)。 本 文 旨 在 通过 Cyt ”基因 序列 的 测定 
和 分 析 ， 探 讨 红 喉 姬 鹊 两 个 亚 种 的 分 类 地 位 -。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 来 源 

LRI $8 F 2002 年 采 自 北京 ， 共 5 个 个 体 ， 
其 中 4 个 个 体 的 样本 为 肝脏 ，1 个 为 羽毛 ，- 20 € 
1.2 总 DNA 的 提取 

肝脏 经 蛋白 酶 K 消化 ， 酚 - SU dii, IB 
醇 沉 淀 得 到 总 DNA (参照 Sambrook et al, 1999). 
总 DNA J} 30 uL TE (10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/ 
L EDTA; pH 8.0) 50 CKW fE 10 min， 取 少量 
DNA i£ Wee Pus PEE EIk, REZLEE (EB) Wt 
色 后 ， 在 紫外 灯 下 观察 提取 结果 ， 并 利用 紫外 分 光 
光度 计 (DU-640, Beckman, German) 定量 后 稀 
释 ，- 20 储存 备用 。 

用 无 菌 水 清洗 羽毛 根部 表面 的 杂 物 ， 然 后 用 灭 
菌 的 剪刀 从 羽 根 尖端 起 前 取 约 2 mm 的 羽 轴 ， 前 碎 。 
加 入 400 pL 提取 液 (参照 Taberlet & Bouvet, 
1991), 55 % 水 浴 消 化 过 夜 。 酚 :氯仿 : 蜡 戊 醇 C 








积 比 为 25:24:1) 抽 提 2 次 ; 加 入 冰冷 无 水 乙醇 - 
20 沉淀 2h， 再 用 770% 乙醇 洗涤 2 人 遍 。 总 DNA 用 
20 uL TE (10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA; 
pH 8.0) 50 扣 水浴 溶解 10 min. 

1.3 细胞 色素 b 基因 的 扩 增 及 序列 测定 

进行 PCR 反应 以 及 测序 用 的 引物 为 H16067 
(5'-AGCCTTCAATCTTTGGCTTACA AG-3’)、 L14731 
(5'-AATTGCATCCCACTTAATCGA-3') (Saetre et al, 
2001) 和 作者 实验 室 设计 的 测序 引物 L15180 (5'- 
CCTACATATCGGACGAGG-3')。PCR 反应 体系 内 含 
10 x buffer 2.5 4L. (Takara), ANTP 混和 液 2uL (Y 
度 分 别 为 2.5 mmol/L，Takara)、 两 条 引物 各 1 uL 
(浓度 均 为 10 umol/L)、Taq DNA 聚合 酶 1 U 
(Takara) 及 50 ng 总 DNA， 用 去 离子 水 补充 至 25 
pL. PCR 在 PTC-200 (MJ Research) 上 进行 ， 共 运 
行 35 个 循环 ， 条 件 为 : 94 CEHE 30s, 58 CRK 
25s. 72 CER 50s. 第 一 次 循环 前 94 CC 预 变性 8 
min， 最 后 一 次 循环 后 于 72 CXETB 6 min. 

PCR 产物 经 W5212 柱 离心 式 胶 回收 试剂 盒 
CEFE) 纯化 后 作为 测序 反应 的 模板 。 测 序 仪 器 为 
ABI 310， 所 用 试剂 僵 (Ki) X: ABI Prism 
BigDye™ Terminator Cycle Sequecing Ready Reaction 
Kit (ABI，USA)。 测 序 反应 体系 内 含 模 板 40 ng 
(PCR 产物 ) BigDye Mix 2 nL、 引物 1 4L. (BED 
3.2 umol/L), HX PS] ddH20 补足 10 uL。 然后 根 
ds Kit 推荐 的 反应 条 件 进行 sequence PCR。 测 序 反 
应 产物 经 纯化 (参照 ABI，USA)， 用 ABI 310 全 自 
动 测序 仪 进行 正 反 链 双 向 测序 。DNA 序列 通过 ABI 
310 测序 收集 软件 (2.0) 和 分 析 软 件 (3.4.1) 确 
定 。 

1.4 数据 分 析 

DNA 序列 片段 经 SeqEdit 软件 (ABI,USA ) ff 
接 , 并 反 向 重复 测序 进行 校正 后 ,得 到 完整 的 Cyt b 
基因 序列 。 用 DNAstar 进行 同 源 序列 比 对 ,用 Mega2 
(Kumar et al ,2001) 进 行 核酸 序列 组 成 、 密 码 子 不 同 
位 点 的 变异 、 转 换 与 颠 换 数目 的 统计 ,利用 Mega2 中 
的 Kimura 2-parameter 法 进行 遗传 距离 计算 。 结 合 
GenBank 中 已 经 发 表 的 埃 特 勒 斯 姬 知 ( F . speculiger- 
a) ( AJ299688 )、 半 领 姬 $8 ( F. semitorquata ) 
( AJ299687, AJ299686) . H SA 4 88 ( F. albicollis ) 
( AJ299685 )、 斑 姬 8$ ( F. hypoleuca ) ( AJ299683, 
AJ299684) SF ti $5 R 5, KRAE Cyt b 序列 ,以 及 
Saetre et al (2001 ) K K SE TE I] Zr Hk d 88 F5 2 E P 
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(F. p. parva ) 样 品 的 同 源 序列 ( AJ299689) , 利用 
Mega2 (Kumar et al, 2001) 中 的 邻接 法 (Neighbour- 
joining) 构 建 NJ 树 ,利用 最 大 简约 法 (Maximum parsi- 
mony) 构 建 MP 树 。 在 重建 系统 进化 树 时 , EI BERE 
( Muscicapa striata ) ( AJ299690 ) Tu du X 90 58 
( Myadestes ralloides ) ( AF295087 ) 作为 外 群 , 同 时 应 
用 自 举 检验 (Bootstrap test) 估 计 系 统 树 中 节点 的 置 
信 度 , 共 1 000 次 循环 。 


2 结 R 


2.1 Cyt b 功能 基因 的 鉴定 

将 DNA 序列 翻译 成 蛋白 质 序列 ， 在 蛋白 质 序 
列 上 找到 一 些 Cyt b 的 保守 成 分 ， 如 结合 亚 铁 血红 
素 的 组 氨 酸 等 ， 证 明 所 得 到 的 Cyt b. 基因 序列 是 来 
自 于 线粒体 DNA， 而 不 是 核 假 基因 。 
2.2 两 亚 种 Cyt b 基因 序列 的 组 成 和 差异 

SC 3S £T ME B 85 26 OBL RP. albicilla Cyt b Æ 
因 的 长 度 为 1 143 bp, 5 个 个 体 呈 现 4 种 不 同 的 单 
倍 型 (GenBank 登录 号 : AY536744, AY536745, 
AY536746, AY536747). £LW& 1E 8838 25 Wf parva 
的 同 源 序 列 来 自 GenBank (AJ299689). 2T M% 1i Ai 
Cyt b 基因 序列 都 起 始 于 ATG 密码 子 , 终止 于 TAA 


密码 子 ，1 143 个 碱 基 可 编码 380 TAAR, WE 
种 5 条 同 源 序列 共有 70 个 位 点 出 现 差 异 〈 图 D. 
Cvt b 基因 密码 子 不 同位 点 的 碱 基 组 成 情况 见 表 1。 
两 亚 种 间 的 遗传 距离 和 碱 基 的 转换 、 颠 换 见 表 2。 
2.3 系统 进化 树 

MP |j (图 2) 和 NJ 树 的 拓扑 结构 几乎 完全 一 
FÉ. 从 MPATT IL, 5555/8 252r p, 2 2H: 红 喉 姬 
PEACH 4 个 单 倍 型 聚 在 一 块 ， 然 后 再 与 红 噬 
姬 鸥 的 指名 亚 种 聚 在 一 起 ， 形 成 第 一 组 ; 其 他 4 种 
姬 锡 属 鸟 类 聚 在 一 块 ， 构 成 第 二 组 。 
3 讨 论 

红 喉 姬 船 指 名 亚 种 和 普通 亚 种 在 形态 上 存在 着 
明显 的 差异 ， 前 者 的 雄 乌 喉 部 及 上 胸部 呈 桔 红色 ， 
后 者 仅 喉 部 呈 村 红色， 而 上 胸部 为 灰色 横 斑 ， 且 两 
亚 种 在 鸣 声 上 有 巨大 的 差异 ， 所 以 有 的 学 者 建议 将 
其 分 为 2 个 种 (Svensson，1992)， 但 没有 引起 广泛 
的 认同 。 我 们 在 分 子 水 平 上 也 发 现 2 亚 种 间 存 在 非 
常 大 的 差异 。 

在 鸟 类 中 ， 种 与 种 之 间 的 Cy b 遗传 距离 一 般 
应 在 1.0% 以 上 ,而 亚 种 间 的 差异 则 小 于 1.0% 
( Krajewski & Fetzner, 1994; Xiangyu et al ,2000) 。 


111 


11111 1111112222 2222333344 4444455555 5666667777 7778888888 9999999000 

3346701122 3444580125 6789566824 5667801467 8024690223 4460113469 4578899224 

1320251779 9147961922 4927406794 1257346057 8145665292 1754031311 2103469011 

F. p. albicilla(l) CACCAAGCGC ACTCTGCTAC TCCCAATTAT TCGAACTCAG CCCTCGTCAG CCATATTCTT TCATTTAGAC 


F. p. albicilla(2) 
F. p. albicilla(3) 
F. p. albicilla(4) 


F. p. parva 


F.p.albicilla(b) ...... I sv abesse eni bep Mr mes Au E rii A 


TGTTGGATAT GTCTCATCTT CTTTCGCCGC CTAGGACTGA TTTCTAATGT TTGC. CCTCA CTGCCCGAGA 


图 1 RIRIS EEP (F. p. albicilla) 和 指名 亚 种 (F. p. parva) 细胞 色素 b 基因 序列 的 差异 


Fig.l Nucleotide variances of sequences in mitochondrial cyt b gene from F. p. albicilla and F. p. parva 


表 1 红 喉 姬 够 两 亚 种 细胞 色素 b 基因 密码 子 不 同位 点 的 碱 基 组 成 平均 值 (% ) 


Table 1 Base composition for cyt b sequences of two subspecies of F. parva in different positions 


of the genetic codon 
全 序列 Total sequences 


第 一 位 点 Lst position 


第 二 位 点 2nd position 第 三 位 点 3rd position 





T 23.7 20.3 
A 27.9 24.1 
C 34.8 30.9 
G 13.6 24.8 





40.4 10.5 
20.7 38.9 
26.2 47.3 


12.6 3.4 


一 —M—M—M—MMM——MÀÁáÉ uz E 
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表 2 LIMES RR IEAESEHE (ALA) MERR (ETA) 


Table 2 Genetic distance (above the diagonal) and substitutions (ts/tv, below the diagonal) between two 


subspecies of F. parva 


.. .BSüBspeciés o! P. Paa o KE 一 








1 3 4 5 
1 F. p. albicilla 1 0.001 0.002 0.002 0.064 
2 F. p. albicilla 2 1/0 0.001 0.001 0.064 
3 F. p. albicilla 3 1/1 0/1 0.002 0.065 
4 F. p. albicilla 4 2/0 1/0 VA 0.063 
5 F. p. pama 62/1 6277 62/8 61/7 


0 


66 


100 


99 


100 


9d F. semitorquata(1) 
F. semitorquata(2) 
F. albicollis 
F. hypoleuca(1) 
100 F. hypoleuca(2) 
F. speculigera 
F. p. parva 
F. p. albicilla(4) 
F. p. albicilla(2) 
E^ F. p. albicilla(1) 
F. p. albicilla(3) 
M. ralloides 


97 M. striata 


图 2 利用 MP TE FERO E H5 ARE C 3X b SEEN FS PL BG S EE (ERIT 


Fig.2 Phylogenetic tree using maximum parsimony method inferred from mitochondrial cyt b 


gene sequences of Ficedula 


TE£LW Qs $8 3538 IV 5S 个 个 体 中 ， 有 4 个 单 倍 
型 ， 个 体 间 的 遗传 距离 为 0.1% ~ 0.2% ， 而 与 指名 
亚 种 之 间 的 遗传 距离 达到 了 6.3% ~ 6.5%。 利用 
Kimura 2-parameter 1553 i R 3 8] Jr Ql 35, F D e 
48. EISE SS. REAS y 18 25/8 5, 2 c 18] [35 Pie EE. 
离 为 2.8% — 3.490, RPW RH R S ELE T 6 
2 亚 种 之 间 的 平均 遗传 距离 (6.490) 已 大 大 超过 了 
姬 和 鸟 属 其 他 鸟 类 种 间 的 遗传 距离 ， 已 经 达到 种 的 分 
歧 水 平 ， 应 视 为 2 个 独立 的 种 : £LWEURSS ( Ficedu- 
la albicilla) 和 红 胸 姬 钢 ( Ficedula parva )。 按 鸟 类 
线粒体 Cyt b. 的 进化 速率 为 每 百 万 年 变化 2% 的 模 
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